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Altalanos informaciok

Description
A B-LCL-HROCT2 egy Epstein-Barr virussal (EBV) immortalisitott human B-limfoblasztos sejtvonal, amelyet

feln6tt betegek tumoros szovetébdl vagy periférias vérébdlizolalt B-limfocitakbol hoztak létre. A sejteket ex vivo
fertézéssel hoztak létre EBV-t tartalmazo feliiliszéval, amelyet a B95/8 marmoset sejtvonalbdl nyertek ki
ciklosporin A jelenlétében a T- és NK-sejtek novekedésének gatlasara. Tobb hetes tenyésztés utan stabil
limfoblasztos névekedést értek el, amelynek eredményeként folyamatosan szaporodé monoklonalis vagy
oligoklonalis B-sejt populacid jott létre, amely alkalmas hosszu tavi in vitro szaporodasra.

Immunfenotipusaban a B-LCL-HROCT72 érett és aktivalt B-sejt profilt mutat, amelyet CD19 és CD20 expresszio,
valamint magas szint( aktivacios és érési markerek, példaul CD23 és CD8O0 jellemeznek. Az MHC I. és II. osztalyd
molekuldk erds expresszidja az antigénprezentald képesség meglrzédését jelzi. Az egyes klonoktdl fliggéen
valtozé expresszidja figyelheté meg a differenciadlédassal kapcsolatos markereknek, mint példaul a CD27, CD38
vagy CD138, ami a B-sejtek érésének kiilonbozé stadiumait tiikrozi. A sejtek negativak a T-sejt markerekre, ami
megerdsiti a vonal specifitasat.

Funkciondlisan a B-LCL-HROC72 meghatarozott izotipust immunglobulint (pl. IgG, IgM vagy IgA) szekretal,
amely hosszan tartd tenyésztés soran is stabil marad. A kivalasztott antitestek a tenyészet felliliszojabol
gyljthetSk Ossze és felhasznalhatdk tovabbi alkalmazasokhoz, beleértve az antigénkoto vizsgalatokat, a
tumorsejt-felismerési tanulmanyokat vagy a betegségekkel kapcsolatos antigének azonositasat. EBV-
immortalizalt B-sejt modellként a B-LCL-HROCT72 robusztus in vitro platformot biztosit a humoralis
immunvalaszok, a B-sejtek aktivalasa és differencialédasa, valamint az antitestek altal kozvetitett
mechanizmusok vizsgalatahoz a tumorimmunoldgia vagy a szisztémas immunvalaszok kontextusaban.

Organism Emberi

Tissue Periférids vér

Disease Vastagbélrak

Metastatic site Nem alkalmazhat6 (EBV-vel transzformalt B-LCL vastagbélrakos betegtél)

Applications T-sejt- és NK-sejt-vizsgalatok; HLA-tipizalas; antigénprezentacid; CTL-vizsgélat célsejtjei; vastagbélrakhoz
kapcsolddd immunviélasz; HROCT72 betegekhez illesztett biobanki vizsgalatok

Jellemzok
Ethnicity Kaukazusi
Morphology Kerek sejtek szuszpenziéban
Cell type B lymphoblast
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Growth Felfliggesztés
properties

Szabalyozasi adatok

Citation B-LCL-HROCT72 (Cytion katalégusszam: 302082)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession Nincs hozzérendelve

GMO Status GMO-S2: Ez a B-LCL stabilan fenntartott EBV-epizémat tartalmaz (EBNA-1/-2/-3, LMP-1/-2). Az EBV a 2.
kockazati csoportba tartozik; BSL-2 biztonsagi szintl elszigetelés sziikséges. Ez a besorolas
Németorszagon bellil érvényes; mas orszagokban az elGirasok eltérhetnek.

Biomolekularis adatok

Viruses Transzforméans: EBV
A kezelése
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)
Medium
Supplements A téptalajt 10% hével inaktivalt FBS-szel egészitsiik ki
Subculturing A lombikban lévé sejtszuszpenzidt 6vatosan homogenizalja fel-le pipettazassal, majd vegyen egy reprezentativ

mintat a sejtsiirtiség ml-enkénti meghatarozésahoz. A szuszpenziét higitsa friss tenyésztékézeggel 1 x 10°
sejt/ml sejtkoncentracio eléréséig, majd az igy beallitott szuszpenzidt j lombikokba osztva tovabbtenyésztse.

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,

hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfeleld tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolohelyre.
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Storage
Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabol helyezze az livegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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